弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）具有高度侵袭性和异质性，虽然根据基因表达谱并参照细胞起源（cell-of-origin, COO）对DLBCL进行分子分型\[即生发中心来源（GCB）和ABC/非生发中心来源（non-GCB）亚型\]的预后价值已得到广泛接受和认可[@b1]--[@b2]，但DLBCL的精准诊断和治疗仍存在很多不足。近年来对MYC及相关基因与DLBCL预后相关性的研究取得了很多进展，MYC和BCL2或（和）BCL6基因同时易位的"双/三打击淋巴瘤（D/THL）"，因其独特的生物学行为和极差的预后，在WHO 2017年版淋巴造血肿瘤分类中被作为新类型命名为高级别B细胞淋巴瘤（HGBL）[@b1]，但其发病率较低，仅占DLBCL的4%\~8%[@b1]。而MYC和BCL2蛋白双表达的DLBCL（DEL）则较为常见（19%\~34%）[@b3]--[@b5]，一般认为DEL的预后介于典型的DLBCL和D/THL之间。但由于其诊断标准（MYC和BCL2阳性阈值）及预后相关性仍存在争议，也缺乏统一有效的治疗方案，因此目前并没有将其列为独立诊断类型[@b1]。有报道BCL2蛋白强表达是R-CHOP（利妥昔单抗+环磷酰胺+长春新碱+多柔比星+泼尼松）方案治疗的DLBCL患者独立预后不良因素[@b6]，P53基因突变及蛋白异常表达与DLBCL的预后相关性也越来越受到关注，但各研究不完全一致[@b7]--[@b8]。本研究中，我们收集了一组初治DLBCL病例，分析P53阳性及BCL2强阳性对DEL预后的影响，以期为DEL病例的进一步分层诊断和治疗提供依据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料及组织芯片制作：收集2011年1月至2016年12月间在我院经手术切取组织病理确诊的DLBCL病例174例，由2位专科病理医师复验，选取合适蜡块制作组织芯片，4 µm厚连续切片行免疫组化及FISH检测。临床资料要求实验室及影像学检查资料齐全，能进行IPI及Ann Arbor临床分期评估；全部病例经CHOP或R-CHOP样方案治疗至少3个周期。

2．免疫组织化学染色及其结果判读：CD20、CD10、BCL6、MUM1、Ki-67、BCL2、MYC及P53等抗体均购自北京中杉金桥生物技术公司；按照说明书进行操作，苏木素对比染色，中性树胶封片。CD10、BCL6、MUM1肿瘤细胞≥30%为阳性。BCL2肿瘤细胞≥50%为阳性[@b1]，染色强度淡黄、黄和棕黄色依次判定为+、++和+++，BCL2肿瘤细胞≥90%同时染色强度达到+++判定为强阳性[@b6]。MYC肿瘤细胞≥40%为阳性[@b1]。P53肿瘤细胞≥50%为阳性[@b8]。

3．荧光原位杂交（FISH）及其结果判读：Vysis LSI MYC、BCL2和BCL6双色分离探针均购自上海基因科技有限公司，按照说明书进行操作。基因易位阳性判定标准参照文献[@b9]标准。

4．随访及统计学处理：随访时间截至2018年8月，中位随访52（22\~88）个月。166例患者中31例（18.7%）失访，其中45例DEL患者失访3例，121例非DEL患者失访28例。失访患者均作为删失数据纳入生存分析。无进展生存（PFS）时间定义为从诊断至复发、患者死亡或随访截止时间；总生存（OS）时间从诊断到随访结束，死亡患者从诊断到死亡时间计算。应用SPSS 17.0软件进行统计学分析，组间比较采用*χ*^2^检验。采用Kaplan-Meier法绘制生存曲线，Log-rank检验进行组间比较。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、DEL的筛选及其一般临床特征

1．免疫组化表型分型：174例病例经免疫组化染色，Hans分型：GCB亚型78例（44.8%），non-GCB亚型96例（55.2%）。以BCL2≥50%、MYC≥40%为判定标准[@b1]，共获得DEL病例47例。

2．FISH检测结果：为了排除双打击淋巴瘤（DHL）对分析结果的影响，对全部病例进行了FISH检测。174例中仅检出6例BCL2易位（3.5%）病例，均为GCB亚型；检出MYC易位13例（8.3%）、BCL6易位37例（24.5%），两者在GCB及non-GCB亚型中分布无差异。MYC、BCL2及BCL6三者FISH检测结果完整的共140例，检出DHL病例8例（5.7%），其中2例为MYC/BCL2型，均为GCB亚型；6例为MYC/BCL6型，其中4例non-GCB亚型、2例GCB亚型；未检出MYC/BCL2/BCL6三打击病例。

3．DEL病例的一般临床病理特征：除外8例DHL患者，166例DLBCL患者中单纯DEL 45例（27.1%），非DEL 121例（72.9%）。DEL病例的一般临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。与非DEL组比较，DEL患者结内受累更多见（62.2%对43.8%，*χ*^2^=4.455，*P*=0.035），Ann Arbor Ⅲ\~Ⅳ期多见（60.0%对36.4%，*χ*^2^=7.487，*P*=0.006），LDH升高比例更高（51.1%对36.4%，*χ*^2^=2.964，*P*=0.085），non-GCB亚型比例更高（66.7%对51.2%，*χ*^2^=3.160，*P*=0.075）。

###### MYC和BCL2蛋白双表达的弥漫大B细胞淋巴瘤（DEL）患者的临床特征\[例数（%）\]

  临床特征         例数   DEL组(45例)   非DEL组(121例)   统计量   *P*值
  --------------- ------ ------------- ---------------- -------- -------
  年龄                                                   0.006    0.936
   \<60岁           82     22(48.9)        60(49.6)              
   ≥60岁            84     23(51.1)        61(50.4)              
  性别                                                   0.669    0.413
   男               91     27(60.0)        64(52.9)              
   女               75     18(40.0)        57(47.1)              
  受累部位                                               4.455    0.035
   结内             81     28(62.2)        53(43.8)              
   结外             85     17(37.8)        68(56.2)              
  IPI评分                                                1.595    0.207
   0～2分          119     28(62.2)        91(75.2)              
   3～5分           47     17(37.8)        30(24.8)              
  Ann Arbor分期                                          7.487    0.006
   Ⅰ～Ⅱ期           95     20(44.4)        75(62.0)              
   Ⅲ～Ⅳ期           71     25(55.6)        46(38.0)              
  LDH                                                    2.964    0.085
   正常             99     22(48.9)        77(63.6)              
   升高             67     23(51.1)        44(36.4)              
  细胞起源分型                                           3.160    0.075
   GCB              74     15(33.3)        59(48.8)              
   non-GCB          92     30(66.7)        62(51.2)              

注：IPI：国际预后指数；LDH：乳酸脱氢酶；GCB：生发中心来源；non-GCB：非生发中心来源

二、P53阳性、BCL2强阳性分布情况

全部患者中P53阳性率为18.1%（30/166），在DEL（15.6%）和非DEL（19.0%）患者中P53阳性率无显著差异（*P*=0.774），在其他分组中也未见显著差异（[表2](#t02){ref-type="table"}）。在总病例中，BCL2强阳性率为25.9%（43/166），DEL组BCL2强阳性率（46.7%）显著高于非DEL组（18.2%）（*P*\<0.001）；此外，结内受累（37.0%对15.3%，*P*=0.001）和Ann Arbor Ⅲ\~Ⅳ期（35.2%对18.9%，*P*=0.018）患者中BCL2强阳性率更高（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### P53阳性、BCL2强阳性在MYC和BCL2蛋白双表达的弥漫大B细胞淋巴瘤（DEL）及其他分组中的分布\[例数（%）\]

  组别         例数   双表型分型   细胞起源分型   受累部位   IPI评分    Ann Arbor分期   LDH水平                                                           
  ----------- ------ ------------ -------------- ---------- ---------- --------------- ---------- ----------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
  P53                                                                                                                                                     
   阳性         30     7(15.6)       23(19.0)     13(17.6)   17(18.5)     12(14.8)      18(21.2)   19(16.0)    11(23.4)   15(15.8)   15(21.1)   17(17.2)   13(19.4)
   阴性        136     38(84.4)      98(81.0)     61(82.4)   75(81.5)     69(85.2)      67(78.8)   100(84.0)   36(76.6)   80(84.2)   56(87.9)   82(82.8)   54(80.6)
                                                                                                                                                          
  统计量                0.082        \<0.001       0.745      0.203        \<0.001       0.026                                                            
  *P*值                 0.774         1.000        0.388      0.652         1.000        0.872                                                            
                                                                                                                                                          
  BCL2                                                                                                                                                    
   强阳性       43     21(46.7)      22(18.2)     22(29.7)   21(22.8)     30(37.0)      13(15.3)   26(21.8)    17(36.2)   18(18.9)   25(35.2)   21(21.2)   22(32.8)
   非强阳性    123     24(53.3)      99(81.8)     52(70.3)   71(77.2)     51(63.0)      72(84.7)   93(78.2)    30(63.8)   77(81.1)   46(64.8)   78(78.8)   45(67.2)
                                                                                                                                                          
  统计量                13.866        1.018        10.216     2.263         5.600        2.813                                                            
  *P*值                \<0.001        0.313        0.001      0.133         0.018        0.094                                                            

注：GCB：生发中心来源；non-GCB：非生发中心来源；IPI：国际预后指数；LDH：乳酸脱氢酶

三、预后分析

生存分析显示，总病例中DEL患者的OS和PFS与非DEL患者相比差异无统计学意义（*P*=0.668和*P*=0.790）；在DEL病例中，P53阳性、BCL2强阳性患者各自的OS和PFS均显著缩短。虽然总病例中P53阳性、BCL2强阳患者的OS和PFS也有缩短（*P*=0.030和*P*=0.130，*P*=0.030和*P*=0.002），但在去除DEL病例后，单独非DEL病例中P53阳性、BCL2强阳性对OS和PFS则无显著性影响。

Cox单因素及多因素分析显示：在总病例中IPI评分是影响患者OS和PFS的独立预后因素、BCL2强阳仅是影响PFS的独立预后因素（[表3](#t03){ref-type="table"}）；而在DEL病例中，P53阳性和BCL2强阳性为影响OS和PFS的独立预后因素（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 总病例中各因素对OS和PFS的单因素和多因素分析

  变量              OS      PFS           
  --------------- ------- ------- ------- ---------
  单因素           *HR*    *P*值   *HR*     *P*值
   部位            1.253   0.388   1.032    0.894
   年龄            1.431   0.174   1.441    0.128
   性别            1.396   0.205   1.366    0.193
   P53阳性         1.286   0.438   1.069    0.827
   IPI             2.374   0.001   2.342   \<0.001
   BCL2强阳性      1.777   0.032   2.071    0.003
   LDH             0.503   0.009   0.570    0.019
   临床分期        1.808   0.024   2.088    0.002
   细胞起源分型    0.721   0.224   0.804    0.372
  多因素           *HR*    *P*值   *HR*     *P*值
   IPI             2.374   0.001   2.191    0.001
   BCL2强阳性              0.097   1.906    0.009
   LDH                     0.127            0.439
   临床分期                0.488            0.215

注：OS：总生存；PFS：无进展生存

###### MYC和BCL2蛋白双表达弥漫大B细胞淋巴瘤（DEL）中各因素对OS和PFS的单因素和多因素分析

  变量              OS      PFS           
  --------------- ------- ------- ------- -------
  单因素分析       *HR*    *P*值   *HR*    *P*值
   部位            1.290   0.578   1.093   0.842
   年龄            1.279   0.585   1.299   0.542
   性别            1.260   0.622   1.208   0.671
   P53阳性         3.458   0.019   2.917   0.040
   IPI             2.909   0.020   2.474   0.039
   BCL2强阳性      2.730   0.033   3.507   0.007
   LDH             0.526   0.166   0.664   0.348
   临床分期        1.954   0.155   2.318   0.069
   细胞起源分型    1.258   0.624   1.328   0.523
  多因素分析       *HR*    *P*值   *HR*    *P*值
   P53阳性         3.896   0.012   3.075   0.035
   IPI                     0.069           0.165
   BCL2强阳性      2.945   0.024   3.593   0.006

注：OS：总生存；PFS：无进展生存

P53阳性和BCL2强阳性表达相互间在总病例和DEL病例中均未显示相关性（资料未显示），由于45例DEL病例中P53阳性且BCL2强阳性仅有3例，P53阳性且BCL2非强阳性和P53阴性/BCL2强阳性分别有3例和18例。因此，我们将P53阴性且BCL2非强阳性作为一组（18例），将P53阳性和（或）BCL2强阳性合并作为一组进行生存分析，结果显示：与P53阴性且BCL2非强阳性DEL患者相比，P53阳性和（或）BCL2强阳性DEL患者的OS和PFS时间均显著缩短（*P*=0.003和*P*=0.000），其中以P53阳性且BCL2强阳性联合预后最差，3例病例均在1年左右死亡；其次为P53阳性且BCL2非强阳性和P53阴性且BCL2强阳性（资料未显示）；而P53阴性且BCL2非强阳性DEL病例预后最好，甚至优于非DEL组。虽然在总病例中存在类似趋势，但在去除DEL的影响后，单纯非EDL病例中两组间的差异消失。

讨论 {#s3}
====

随着R-CHOP方案的推广和普及，DLBCL治愈率已达60%，但是仍有30%\~40%的患者表现为初始难治或复发耐药[@b11]，如何能更有效筛选出这部分患者是当前的研究热点。

DLBCL预后相关因素很多，但任何单一因素的影响均存在争议[@b1]，最近几项高通量多平台大样本的研究根据多种分子遗传学异常，分别提出了不同的DLBCL分子分型[@b12]--[@b14]，但这些研究所涉及的基因异常和分子分型仅有部分重合，充分说明DLBCL的分子遗传学异常存在巨大的异质性。

目前研究结论比较一致的预后不良因素是已被确立为HGBL独立类型的D/THL，但也仍存在一些争议，包括MYC分别与BCL2或BCL6同时重排是否存在差异、MYC与IG基因或非IG基因融合以及非易位性异常如突变和扩增等因素对预后的影响等[@b1],[@b15]--[@b16]。而我们本次及前期研究[@b9]均显示，与欧美患者相比，我们的病例中BCL2重排率显著偏低（3.5%对19%），但MYC及BCL6基因重排发生率相似[@b17]--[@b18]。因而我们的病例中MYC/BCL2型的DHL明显少于MYC/BCL6型的DHL，这是否与种族遗传背景有关以及对预后的影响等都有待于多中心大样本和更加深入的研究。

对于DEL的预后意义各家报道差异更大，一般认为DEL预后比非DEL差但好于DHL[@b1],[@b3]--[@b5]。我们采用的cutoff值是MYC≥40%、BCL2≥50%，结果显示DEL患者的OS和PFS仅略低于非DEL组，没有统计学意义，与Moore等[@b15]的结果相似。Petrella等[@b19]的结果显示在60岁以上的老年DLBCL中，与不良预后相关的是BCL2的表达而非MYC或MYC/BCL2双表达。Tsuyama等[@b6]的结果则显示BCL2蛋白的强表达是DLBCL预后差的独立影响因素，其次是MYC重排和MYC蛋白高表达（≥60%），BCL2基因重排和预后无明显相关性。同样，虽然P53基因异常在多种肿瘤的发生发展中发挥重要作用，但作为单一因素，其对DLBCL预后和疗效的影响各家报道也不一致[@b7]--[@b8],[@b20]。

我们在研究中发现，应用P53阳性和（或）BCL2强阳性可以将DEL病例分为预后显著不同的2个亚组，即P53阳性和BCL2强阳性单独或联合存在的DEL病例预后明显变差，尤以P53阳性且BCL2强阳性时预后最差，而P53阴性且BCL2非强阳性组的预后甚至优于非DEL病例。在非DEL病例中P53阳性和（或）BCL2强阳性对预后的影响则完全消失。目前，有很多针对P53、BCL2及MYC的靶向药物正在临床试验研发中，有的甚至已经获批上市，因此对DLBCL进行更加精准的分层诊断将越来越重要。虽然我们的病例数较少且为回顾性研究，但由于可操作性强，经扩大样本验证后，P53阳性（≥50%）和BCL2强阳性将极有可能成为对DEL病例进行进一步分层诊断的标记物，为DEL得到更加精准的诊断并选择和探索更加有效的治疗方案，提高患者的生存率提供依据。
